















































side chains  (Figure 1a),  is considered  the biologically most active anthracenedione  [3], 



































lice)  Vuill.,  Trichophyton  mentagrophytes  (C.P.  Robin)  R.  Blanch.,  Aspergillus  fumigatus 































nols and  4‐tert‐butyl‐2‐phenyl‐phenol)  lies  in  the possibility of  synergies  that  enhance 
their microbiological activity. In particular, this work focuses on their potential applica‐
tion for the control of grapevine trunk diseases (GTDs), currently considered one of the 









































The specimens of Rubia  tinctorum under study were collected on  the banks of  the 















































Chitosan oligomers  (COS) were prepared according  to  the procedure  reported by 
Santos‐Moriano, et al. [29], with the modifications indicated in [30], obtaining oligomers 
with a molecular weight <2000 Da.   




























































and  dt  represent  the average diameters of  the  fungal  colony of  the  control and of  the 





































































ously  inoculated.  Thus,  5 mm  long wood  chips  exhibiting  vascular  necroses  (1–2  cm 































3334  3335      Bonded O–H stretching (cellulose) 
    2964    sp3 CH 
2920  2920  2925    =CH groups of aromatic rings 
    2856    aliphatic CH asymmetrical stretching 
    2724    βOH, typical of α‐hydroxy anthraquinone 
1727  1733      C=O from esters 
    1704    ester C=O 
    1676    C=O in anthraquinones 
1639  1620  1633    C=O in anthraquinones 
1602  1605  1592  1585  phenyl ring (aromatic skeletal vibration) 
>C=C< in anthraquinones 
1552      1545  carboxylate stretches / C=C aromatic 
  1511    1480  methylene CH bend 
    1461  1470  methyl CH asymmetrical 
  1435    1430  =CH in plane bending 














1316  1316  1306    vinylidene CH in plane bending 
1255  1255  1287  1270  CO stretching / C=C symmetric stretching 
    1207  1215  CO stretching / C–H in plane bending 
    1171  1180  COC stretching 
  1142  1153  1135   
  1100  1099     
    1087  1080   
1020      1025  CC stretching 




3) were:  the anthraquinone  family  (19.4%) consisting of 2‐methyl‐9,10‐anthracenedione 
(or β‐methylanthraquinone) (15.5%), 1,2‐dihydroxyanthraquinone (or alizarin), 1,8‐dihy‐
droxy‐3‐methylanthraquinone, 1‐hydroxy‐9,10‐anthracenedione (or α‐hydroxyanthraqui‐
none)  and  1‐hydroxy‐4‐methylanthraquinone;  cyclopentenones  (2.3%),  such  as  2‐hy‐
droxy‐2‐cyclopenten‐1‐one and 4‐cyclopentene‐1,3‐dione; and the phenol category (7.5%), 
constituted by  cis‐2‐methoxy‐4‐(1‐propenyl)‐phenol  (or  cis‐eugenol),  2‐methoxy‐phenol 
(or  guaiacol),  2‐methoxy‐4‐vinylphenol  (or  4‐vinyl‐guaiacol),  4‐tert‐butyl‐2‐phenylphe‐
nol, and coniferyl alcohol. Other phytochemicals of interest were 4‐methoxy‐4ʹ,5ʹ‐meth‐
ylenedioxybiphenyl‐2‐carboxylic  acid  (8.6%),  1,4‐diacetyl‐3‐acetoxymethyl‐2,5‐meth‐
ylene‐l‐rhamnitol (8.3%) and guanosine (5.8%). 
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Peak  Rt (min)  Area (%)  Assignments 
1  4.6369  1.99  4‐pentenoic acid, ethyl ester 
2  4.7440  0.26  l‐gala‐l‐ido‐octose 
3  4.8414  0.52  4‐cyclopentene‐1,3‐dione 
4  5.0021  1.09  oxime‐, methoxy‐phenyl‐ 
5  5.1968  0.46  1‐(2‐furanyl)‐ethanone 
6  5.2942  1.36  2,5‐diethenyltetrahydro‐2‐methyl‐furan 
7  5.3770  1.82  2‐hydroxy‐2‐cyclopenten‐1‐one 
8  6.0781  0.70  2,4‐dihydroxy‐2,5‐dimethyl‐3(2H)‐furan‐3‐one 
9  6.3312  2.91  2‐hydroxy‐γ‐butyrolactone 
10  6.6331  2.47  glycerin 
11  6.7694  1.93  1,2‐cyclopentanedione, 3‐methyl‐ 
12  6.9690  1.19  2‐acetamido‐2‐deoxy‐α‐D‐glucopyranose 
13  7.1345  0.76  butyronitrile, 4‐ethoxy‐3‐hydroxy‐ 
14  7.2952  1.55  2,5‐dimethyl‐4‐hydroxy‐3(2H)‐furanone 
15  7.4267  0.77  trimethyl(tetrahydrofuran‐2‐ylperoxy)silane 
16  7.6798  1.01  2‐methoxy‐phenol (or guaiacol) 
17  7.7869  2.20  L‐alanine, methyl ester 
18  8.2008  2.65  dimethyl dl‐malate 
19  8.3955  0.64  ethanamine, N‐ethyl‐N‐nitroso‐ 
20  8.5270  2.47  4H‐pyran‐4‐one, 2,3‐dihydro‐3,5‐dihydroxy‐6‐methyl‐ 
21  9.1453  0.87  4H‐pyran‐4‐one, 3,5‐dihydroxy‐2‐methyl‐ 
22  9.2865  0.97  catechol 
23  9.4471  0.94  1,4:3,6‐dianhydro‐α‐d‐glucopyranose 
24  9.6857  0.35  5‐hydroxymethylfurfural 
25  10.3965  0.31  2‐acetoxy‐5‐hydroxyacetophenone 
26  10.5718  0.50  p‐cymen‐7‐ol 
27  10.8882  2.80  2‐methoxy‐4‐vinylphenol (or 4‐vinylguaiacol) 
28  11.2193  0.98  DL‐arabinose 
29  11.7451  1.09  DL‐proline, 5‐oxo‐, methyl ester 
30  12.0470  0.74  vanillin 
31  12.6702  1.96  2‐methoxy‐4‐(1‐propenyl)‐phenol (Z)‐ (or cis‐isoeugenol) 
32  13.1473  1.05  1‐[4‐(methylthio)phenyl]‐ethanone 
33  13.4492  0.86  butylated hydroxytoluene 
34  13.6877  0.57  benzeneacetic acid, 4‐hydroxy‐3‐methoxy‐, methyl ester 
35  13.9458  0.82  1,4‐diacetyl‐3‐acetoxymethyl‐2,5‐methylene‐l‐rhamnitol 
36  14.3693  2.44  α‐methyl‐l‐sorboside 
37  15.0461  5.78  guanosine 
38  15.5865  8.31  1,4‐diacetyl‐3‐acetoxymethyl‐2,5‐methylene‐l‐rhamnitol 
39  16.0734  1.65  4‐((1E)‐3‐hydroxy‐1‐propenyl)‐2‐methoxyphenol (or coniferyl alcohol) 
40  17.4561  0.43  5‐amino‐1‐(4‐amino‐furazan‐3‐yl)‐1H‐[1,2,3]triazole‐4‐carbonitrile 
41  17.9088  1.18  hexadecanoic acid, methyl ester 
42  18.2594  1.17  n‐hexadecanoic acid 
43  19.1552  0.76  5‐(1,1‐dimethylethyl)[1,1ʹ‐biphenyl]‐2‐ol (or 4‐tert‐butyl‐2‐phenylphenol) 
45  19.4278  0.69  cyclopentadecane 
46  19.6421  0.15  1‐hydroxy‐9,10‐anthracenedione (or α‐hydroxyanthraquinone) 
47  19.8709  15.54  9,10‐anthracenedione, 2‐methyl‐ (or β‐methylanthraquinone) 
48  20.7278  1.43  1‐hydroxy‐4‐methylanthraquinone 
49  21.1659  1.75  1,2‐dihydroxyanthraquinone (or alizarin) 
50  21.8038  1.40  azacyclotridecan‐2‐one, 1‐(3‐aminopropyl)‐ 
51  23.0550  0.81  glycerol 1‐palmitate 
52  23.3812  0.73  bis(2‐ethylhexyl) phthalate 
53  23.8973  0.24  1,8‐dihydroxy‐3‐methyl‐9,10‐anthracenedione (or 1,8‐dihydroxy‐3‐methyl anthraquinone) 
54  24.2673  8.57  4‐methoxy‐4ʹ,5ʹ‐methylenedioxybiphenyl‐2‐carboxylic acid 
55  24.4474  0.42  9‐octadecenoic acid (Z)‐, 2‐hydroxy‐1‐(hydroxymethyl)ethyl ester 
56  25.4260  0.35  squalene 
57  29.2333  0.62  octasiloxane, 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13,15,15‐hexadecamethyl‐ 











Figure 2 and Figures S2‐S4. The antifungal activity of  the extract was  found  to be much 
higher than those of COS and stevioside alone, reaching full inhibition at concentrations in 
the 93.8250 μg∙mL−1 range, depending on the pathogen (vs. 1500 μg∙mL−1 for COS and ste‐
























1,2,4‐trihydroxyanthraquinone  and  guanosine were  also  effective  (full  inhibition was 


















EC50  744.4 ± 43.9    288.1 ± 15.3  78.0 ± 0.8  63.1 ± 0.3  73.6 ± 0.3  53.0 ± 2.1  45.4 ± 3.4  130.4 ± 12.8 
EC90  1179.9 ± 58.2  840.5 ± 62.3  87.8 ± 1.9  73.4 ± 0.9  82.4 ±0.7  73.2 ± 2.3  171.4 ± 18.7  249.9 ± 28.5 
D. viticola 
EC50  554.3 ± 27.4  306.9 ± 26.6  66.2 ± 2.9  22.1 ± 1.4  80.0 ± 0.7  25.7 ± 3.6  37.2*  182.7 ± 7.7 
EC90  1138.7 ± 75.0  917.0 ± 74.3  90.2 ± 8.7  55.5 ± 4.6  90.7 ± 1.5  71.2 ± 9.0  74.9*  308.1 ± 23.7 
N. parvum 
EC50  680.2 ± 43.1  194.8 ± 13.4  92.3 ± 0.5  38.2 ± 1.4  75.1 ± 0.8  62.2 ± 0.7  72.0 ± 14.8  95.1 ± 22.6 
































Sample  Frequency  Sum of ranks  Mean of Ranks  Groups 
COS‐R. tinctorum negative control  24  300.000  12.500  A     
COS‐R. tinctorum‐D. seriata  120  10193.000  84.942    B   







bition was  not  reached  against  any  of  the  three  pathogens  for  the  assayed dose  (100 
μg∙mL−1) comparing with non‐infected controls, suggesting  that a higher concentration 




Pathogen  Sample  Frequency  Sum of Ranks  Mean of Ranks  Groups 
D. seriata 
COS‐R. tinctorum negative control  32  725.500  22.672  A     
COS‐R. tinctorum‐D. seriata  72  6124.000  85.056    B   
Positive control  56  6030.500  107.688      C 
D. viticola 
COS‐R. tinctorum negative control  32  1295.000  40.469  A     
COS‐R. tinctorum‐D. viticola  72  4885.000  67.847    B   
Positive control  64  8016.000  125.250      C 
N. parvum 
COS‐R. tinctorum negative control  32  572.000  17.875  A     
COS‐R. tinctorum‐N. parvum  48  3695.000  76.979    B   











Significant differences  in composition were also observed  in comparison with  the 
Rubia cordifolia essential oil characterized by GC–MS, in which mollugin (rubimaillin or 











































































































































COS–R.  tinctorum  conjugate  complex  at  different  concentrations;  Figure  S5.  Colony  growth 
measures of D. seriata, D. viticola and N. parvum strains when cultured in PDA plates containing the 
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